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A NOTE ON THE “ GRANULE-CLUMPS” FOUND 
IN ORNITHODORUS MOUBATA 
AND THEIR RELATION TO THE SPIROCHAETES 
OF AFRICAN RELAPSING FEVER (TICK FEVER) 


by Colonel Sir WILLIAM B. LEISHMAN 


c.B., M.B., F.R.C.P., F.R.S., LL.D., K.H.P., A.M.S. 


In 1908 I obtained a number of Ornithedorus moubata trom 
Nyasaland and from Uganda, with a view to studying the 
course of events in Tick Fever in experimental animals. After 
several failures I eventually secured a batch of ticks which 
proved to be infective and by their bites produced in a monkey 
a typical attack of Relapsing Fever, associated with the occur- 
rence of large numbers of Spirochaeta duttoni in the blood. 
I was then able to infect a number of ticks by allowing them 
to gorge themselves on this infected monkey and have, since 
then, been able to maintain the strain of spirochaetes, either by 
passage from mouse to mouse or through the bites of infected 
ticks. I was thus in a position to study the fate of spirochaetes 
ingested by the ticks, as well as such questions as the nature 
of the hereditary transmission of the infection in the tick, the 
mechanism of infection by the bite of the tick, and other points. 
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The results of some of this work were published in 1909 and 
1910 [4]. 

The purpose of the present note is to record some further 
observations which appear to throw fresh light upon the nature 
of the granule-clumps, described in the above mentioned 
papers, which, I suggested, were probably derived from spiro- 
chaetes and were capable, under certain conditions, of once 
again developing into spirochaete form. To recall a few of 
these earlier observations; it was noted that these granules 
were almost constantly found in various tissues of Ornithodorus 
and that the inoculation of tissues containing such granules, 
but, as far as could be determined, no spirochaetes, frequently 
resulted in the production of spirochetosis in mice. The 
occurence of similar granules in the eggs of the fecundated 
female tick and my almost invariable failure to find spirochaetes 
in such eggs, even when the mother tick had been heavily 
infected shortly before, further suggested to me that it might 
be in this form that the virus passed to the next generation of 
ticks. 

Some of my experiments have since been repeated by other 
workers, either with Spirochaeta duttont and Ornithodorus 
moubata or with Spirochaeta gallinarum and Argas persicus, 
with somewhat contradictory results. Thus, Hindle {2) and 
Fantham [3| confirmed many of my observations and agreed 
with most of my conclusions, while strong confirmatory evi- 
dence was also obtained from Balfour's work on the Spirochae- 
tosis of Sudanese fowls [4. On the other hand, the more 
recent work of Marchoux et Couvy (5), of Kleine et Eckard /6), 
of Wittrock [7] and of Todd [8) has led these investigators to 
conclusions differing from mine. They have not been able to 
find any evidence of a connection between the granule-clumps 
and the spirochaetes and they are satisfied that the facts of 
transmission, whether direct or hereditary, are to be accounted 
for more simply by the persistence of the spirochaetes, as such, 
in the ticks and by their transmission in this form through 
the egg to the young tick. 

I hope before long to have an opportunity of putting on 
record fuller details of my recent work than are possible in this 
note and of discussing some of the apparent discrepancies 
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between the results of my confréres and those of myself. 
I shall here only mention briefly some recent observations 
which have strengthened my personal conviction that some, 
at all events, ot these disputed granule-clumps are derived 
from spirochaetes and are able subsequently to develope again 
into spirochaete form. 

In my earlier work the method employed was to infect 
simultaneously a number of ticks of the same age by permit- 
ting them to feed on a heayily infected mouse. The ticks were 
then divided into two or three batches, which were kept under 
different conditions of temperature and moisture. Every day, 
or every 2 or 3 days subsequently, one of each batch of ticks 
was carefully dissected and a close examination was made of 
the different organs, tissues and fluids for the presence of 
spirochaetes and of granules; careful records were kept of the 
results and sketches made of anything of interest. The micro- 
scopical examination was in part carried out on the fresh fluids 
or on pieces of tissue teased out in saline solution, but chiefly 
by observation of dried film preparations, fixed and stained by 
my own modification of Romanowsky’s method. In the latter 
case the chromatin staining was carried to a high degree of 
intensity, the films being finally treated with 60 p. 100 Alcohol 
to dissolve off all traces of deposit of the stain. I note that 
MM. Marchoux et Couvy are of opinion that the Chromatin 
method of staining may fail to colour thin or delicate spiro- 
chaetes and they recommend as a better method the use of 
Gentian Violet. I find however thal my method demonstrates 
Treponema pallidum readily in films in which these delicate 
organisms are quite untouched by Gentian Violet and, further, 
it permits of the ready recognition of Spirochaeta duttoni in 
tissues such as muscle fibres when Gentian Violet fails to 
disclose them. 

Subsequently to the series of observations to which my 
previous papers referred, the dark-ground method of illumi- 
nation came into more general use and I have since repeated 
some of my earlier experiments, utilising this method of exa- 
mination as a control and supplement to the staining method 
mentioned above, and I have found it of great service, particu- 
larly in the determination of motility in the spirochaetes. The 
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appearance of spirochaetes illuminated in this manner Is 
naturally familiar to all workers on the subject and I shall only 
refer to one or two points in connection with it. In the first 
place, one is struck by the contrast between the high refracti- 
lity and homogeneous appearance of young and vigorously 
motile spirochaetes and the low refractility of many of those 
which are motionless, distorted in shape and presumably dead. 
Another point which was studied with interest was the so- 
called « granule-shedding » phenomenon, described in connec- 
tion with Treponema pallidum and other Spirochaetes by 
Balfour and O’Farrel {9|. In the case of Spzrocheta duttoni in 
freshly shed blood from an infected mouse, kept under 
continuous observation in a thermostat, it was sometimes easy 
to detect highly refractile granules, apparently in the substance 
of the spirochaete, coursing rapidly from end to end of the 
rapidly rotating organism, and even to observe the sudden 
extrusion of one of these granules from such a spirochaete. So 
far, my observations were in accord with those of Balfour and 
O’Farrel, but I was surprised to find that, if one continued to 
keept he particular spirochaete and the particular granule which 
it had extruded under observation, as was sometimes possible, 
the granule apparently re-entered the body of the spirochaete 
and, once more, was seen to travel up and down it from end to 
end. I have observed this sequence of extrusion and intrusion, 
in the case of one spirochaete and one granule, no less than — 
seven times in succession within 3/4 of an hour and I am 
inclined to think that the « granule-shedding » in this instance 
was an optical phenomenon and could be explained on the 
assumption that a grain of blood-dust or haemoconia had 
become involved in the vortex currents produced by the 
rapidly rotating spirochaete and that it was, in this manner, 
made to travel up and down the body of the spirochaete, accor- 
dingly as the latter rotated first in one direction and then in 
the opposite, as is their habit. It is of course quite possible 
that the granules I observed were not of the same nature as 
those described by Balfour and O'Farrell, but my impression is 
that they were the same and that the phenomenon may have a 
physical rather than a vital explanation. 

Special attention was paid to the appearance of the eranule- 
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clumps under dark-ground illumination. These were most 
readily observed in crushed portions of a Malpighian tubule or 
of an ovary suspended in a drop of saline solution. At first it 
was by no means easy to be certain of the identity of any 
particular group of granules seen against the dark background, 
but it soon became possible to recognise them by attention to 
certain points. In the first place, the size, number and form of 
the granules composing a clump were more or less uniform; 
secondly, the brightness and yellowish-white colour of the light 
_ refracted by the granules was more or less characteristic and, 
thirdly, the granules were seen to be embedded ina well defined 
but faintly refractile matrix, an appearance only occasionally 
noted in stained specimens. This last point appears to me of 
some significance as suggesting that there is some vital connec- 
tion between the different portions of the clump, in opposition 
to the view that the granules are merely held in apposition 
by physical altraction. The appearance of the clumps is 
illustrated in fig. I, n° 1-6. 

In this connection I may mention a point of some technical 
utility which I have noted in the course of these observations, 
and which is apparently unknown to other workers. It is 
usually assumed that the use of the dark-ground method of 
illumination is limited to moist or fluid preparations. [I find, 
however, thatit is quite possible toexamine a dried and stained 
film, for example, a film prepared from some grgan or tissue 
of a tick and stained by Romanowsky, to note from this all 
that can be learned as to the detailed structure of some cell or 
parasite and then, leaving the specimen in position on the stage 
of the microscope, to change the illuminating system for the 
dark-ground method. It will be found that the resulting 
picture differs very slightly from that which would have been 
given by the same structure if it had been examined, unstained’ 
in a fluid medium. The refractility of the different elements 
appears little altered and the colours produced by the staining 
have only a slight modifying influence on the white reflex of 
light refracted from the object. By this proceedure it was 
possible to determine the staining reaction of a particular 
eranule or granule-clump and then to investigate its refracting 
power by dark-ground illumination. This method [have found 
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of service in the present investigation and it ought also to be 
useful in other directions. 

In general, this later series of experiments has been confir- 
matory of my earlier ones but, in several instances, I have 
~found it necessary to revise my former conclusions in the light 
of further experience. It would not, however, be possible, 
within the necessary limits of this communication, to deal 
satisfactorily with the whole of the work; so I shall confine 
myself to a few points, reserving the fuller account for another 
occasion. 

I find that the spirochaetes, after ingestion by the tick, retain 
their motility for several days, the period depending chiefly on 
the temperature at which the ticks have been kept. Subse- 
quently, they lose their motility and tend to agglomerate into 
great tangles or masses which, when stained, are seen to 
consist of spirochaetes whose chromatin is fragmented into 
deeply staining segments or granules. Such spirochetes 
I believe to be dead and I think it probable that the segmented 
chromatin may persist in the form of rods or grains and may 
reach the Malpighian tubules and other tissues of the tick, 
accounting in this way for some, perhaps for the majority of 
the chromatin granules found in such tissues. 

Other spirochaetes, however, appear to behave in a difte- 
rent manner and show the curious appearance of a lateral or, 
more rarely, a terminal protrusion or ‘‘bud”. This lateral bud 
was described by me in my earlier papers and has also been 
observed by many others, both in connection with Spirochaeta 
duttoni and other spirochaetes. Iam now inclined to attribute 
to it an important réle in the life of the organism, as I believe 
it to be the origin of the granule clump which may subse- 
quently develope into another spirochaete. I have, for 
instance, observed a spirochaete which had one of these 
large lateral buds attached to it, in active rotatory move- 
ment for a period of half an hour; the bud contained 3 or 
4 highly refractile granules and there could be no possible 
doubt that the structure was attached to and part of the living 
organism. At the end of the half hour separation occurred 
between the bud and the spirochaete, the latter continuing to 
rotate and bend for another ten minutes, but the separated bud 
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was motionless and corresponded in every particular to the 
isolated granule clumps to which I have so frequently alluded. 

Still later, as one continues to follow the course of events in 
the batch of ticks, there occurs a period of a few days during 
which either no spirochaetes at all can be detected or only 
very rare ones which are seldom motile. Next, and most 
prominently in the case of ticks which have been kept at com- 


Ficure I, 
Nes 1-6. — « Granule-clumps » from the [tissues of Ornithodorus moubata. 
Nes 7-40. — Early stage in the extrusion of Spirochaetes from granule- 
clumps. 
Nes 11-21. — More advanced stages of extrusion of Spirochaetes from 


granule-clumps. 


paratively high temperatures’ (I have experimented with 
batches kept at 22°, 24°, 27°, 30°, 32°, 34°, and 37° C.) there 
appears a sudden re-invasion of the tissues with numerous and 
vigorously motile spirochaetes. In some instances I have been 
able to observe that a large proportion of the spirochaetes 
which re-appear in this sudden and wholesale fashion are very 
different in size and general appearance from those which were 
originally ingested by the tick and which retained their mor- 
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phological characteristics unimpaired as long as they retained 
their motility. These ‘‘ young forms’, as | may call them, 
are very much shorter than the others, the smallest being 
from 3 to 4 u in length and showing only 2 or 3 curves. 
They are homogeneous and highly refractile and are usually 
very motile; when stained they take the colour evenly and 
deeply. Examples of these forms are drawn in figure H, 
n® 8-14. 

The following day, or, days, typical large forms are seen in 
abundance, as well as young forms and others intermediate 
between the two. 

In the course of several such experiments I have seen this 
second crop of spirochetes disappear more or less completely 
and, six or seven days later, there followed a repetition of the 
events I have briefly described above. In other words, 
regular relapses appear to take place in the body of the tick, as 
regards the appearance and disappearance of the spirochetes, 
just as in the case of the warm-blooded host. 

In stained specimens of these young forms of spirochetes, 
both in the earlier and in the recent series of experiments, 
some have been seen which were in apparent connection with a 
chromatin granule or clump of granules, suggesting to my 
mind a possible development of such a spirochete from the 
granule. In the recent work with dark-ground illumination a 
careful watch has naturally been kept for the occurrence of 
such forms and in four ticks, two of them members of the 
same batch and the other members of different batches and 
different experiments, I have observed the !orms drawn 
in fig. 1, n° 7-21 and in fig. I, n° 4-7. 

It will be seen from these sketches that many forms have 
been observed, from the apparent extrusion of a short, highly- 
refractile tail from the granule clump (fig. I, n®* 7-10) up to 
typical spirochaete forms showing numerous and regular curves. 
The forms figured were, with hardly an exception, in active 
movement at the time of their observation, the longer ones 
showing the characteristic rotatory and bending movement of 
the ordinary blood-forms. The observations were made on 
the fluids of the tick or on freshly crushed tissues suspended 
in a drop of normal salt solution, the slides being immediatly 
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ringed with vaseline and placed on the stage of the microscope 
in a specially constructed thermostat. In most eases the era- 
nule clump was situated at one end of the spirochaete, but in 
some (fig. I, n° 18-21, and fig. IL, n° 5-7) it was placed either 
centrally or sub-terminally. 

In these four ticks, besides the forms connected with the era- 
nules, there were also present other spirochaetes of all sizes, 
from the shortest young forms to large forms indistinguishable 


Pies (a ieisen aa haa Hees GS ee 


¥ 


Be 


Fievure Ll. 


Nes 1-7, — Longer forms of Spirochaetes, in association with granule- 
clumps. 
Nos 8-14. — Young Spirochaetes. 


from those seen in the blood of a mouse or a monkey. They 
were all highly refractile and quite homogeneous in appearance. 
The granule clumps associated with the spirochaetes showed 
no obvious difference from those commonly found, with the 
exception that they were somewhat smaller and the number of 

ion t the 
granules fewer; they gave the Ee preceion sitet e perues of 
granular substance was used up in the formation of the new 


spirochaete. : 
Although individual specimens were watched continuously 
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for several hours I was not successful in observing any evi- 
dence of progressive growth or development in these motile 
forms nor their final separation from the granule clump as free 
spirochaetes. I was inclined to attribute this to the fact that 
the conditions of the experiment did not sufficiently closely 
reproduce those of the body of the tick; this is the more pro- 
bable since even the fully formed long spirochaetes lost their 
motility in a few hours. Most likely the principal inhibiting 
agency was the strong light to which they were exposed during 
the hours of continuous examination. 

These forms cannot, I think, be explained on the alternative 
assumption that they represent a retrograde or degenerative 
change in pre-formed, adult spirochaetes. Such a view would 
seem to be negatived by the facts that, for some days before 
they appeared, spirochaetes had been either absent or extre- 
mely rare in the other ticks of the same batch and that, in the 
days following the one on which such forms were seen, the 
tissues of the other ticks of the batch were, once again, seen to 
be swarming with actively motile spirochaetes. No trace of 
dead or degenerate spirochaetes was found at the time these 
forms were observed. 

Although the complete observation of the development of 
young motile spirochaetes from the granule clumps has not yet 
been made, | think that the forms | have here described and 
figured constitute a strong support of the view put forward in 
my earlier contributions, namely, that some of these clumps 
represent a stage in a cycle of development of Spirochaeta 
duttoni in the tick. 


Postscript : | cannot conclude this Note without saying with 
what sincere pleasure it has been contributed to the Volume, 
as asmall token of the deep respect and admiration which 
I entertain for M. Metchnikoff and his work. 


Royal Army Medical College. London, May 1914. 
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LES COMPLEXES VEGETAUX ET LEURS DISJONCTIONS 
PAR LA VIEILLESSE 


par L. BLARINGHEM. 


Dans ses Etudes sur la nature humaine (4903), et mieux 
encore peut-étre dans une « Revue » publiée dans Ll Année 
biologique (1897), M. Elie Metchnikoff a montré, d’une maniére 
saisissante, les désharmonies de certains organismes, jeunes, 
adultes et surtout a4gés, désharmonies qui causent une grande 
partie des accidents, des maladies et souvent la mort. Des 
Recherches sur les organismes inférieurs de M. Jean Massart 
(1905) ont précisé les liaisons qui existent, dans ]’évolution 
d'une méme cellule, entre les modes d’alimentation, la sexua- 
lité et la mortalité. Vers la méme époque, Noél Bernard (1902- 
1916), puis M. Is. Gallaud (1904) nous faisaient connaitre des 
associations complexes de végétaux offrant tous les termes entre 
une symbiose avantageuse & deux étres (plante supérieure et 
champignon) liés d’une maniére indissoluble et le déséquilibre 
accidentel ou fatal entrainant la mort de lune des deux par- 
ties, dont l'autre était devenue parasite. Je voudrais ajouter, a 
ces preuves de la généralité des désharmonies dans la nature, 
quelques faits rencontrés au cours de mes études de ces der- 
nieres années, qui montrent comment naissent, croissent et 
meurent certaines associations végétales fort remarquables, 
qu'on sait réaliser expérimentalement. 


Le Cytise d Adam est une plante chimére trés commune 3 
laquelle on a donné un nom spécifique Cytisus Adami, bien 
-qu’on n’en ait jamais possédé qu'un seul individu. Depuis un 
siécle on le multiplie par bourgeons greffés sur le Cytise ordi- 
naire d fleurs jaunes (Cyéisus Laburnum). Les jeunes arbustes, 
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provenant de greffes récentes, n’offrent rien de remarquable, ils 
donnent en quantité des rameaux, des feuilles et des grappes 
de fleurs mauves, toutes stériles. Je n'ai récolté des fruits de cet 
individu qu’en 1911, année trés chaude, fruits vides d’ailleurs 
ou l’on pouvait remarquer les traces de la piqtre d’un insecte; 
ils s’étaient développés comme une galle. 

Les Cytises d’Adam provenant de greffes Agées de quinze ans, 
présentent presque tous le phénoméne de disjonction. D’une 
branche gréle et seche, couverte de ramilles fleuries en mauve, 
partent comme des jets (ou gourmands) une ou quelques 
branches beaucoup plus vigoureuses, plus vertes, a feuilles 
plus larges, qui fleurissent l'année suivante en belles grappes 
jaunes, caractéristiques du Cytisus Laburnum; avec lage, ces 
branches l’emportent sur celles du Cytise d’Adam, et, & trente 
ans, un tiers ou un quart de l’arbuste a fait retour au Cytisus 
Laburnum dont toutes les grappes sont fertiles. 

Vers le méme age, mais beaucoup plus rarement, appa- 
raissent sur d’autres branches du Cytise d Adam des ramilles 
disposées en touffes analogues 4 certaines associations para- 
sitaires (Balais de sorciére ou Gui), of l’on reconnait sans 
peine le Genét nain a petites feuilles (Cytisus purpureus) dont 
les fleurs violettes sont dispersées et isolées, au lieu d’étre 
groupées en grappes. 

J’ai observé ces deux modes de disjonction, depuis 1910, sur 
un Cylise d’ Adam du Laboratoire de chimie végétale de Meudon 
dont la plantation remonte 4 plus de trente ans; j’ai planté dans 
le méme jardin une douzaine de Cytises d’Adam greffés sur des 
tiges vigoureuses de Cytisus Laburnum depuis cing ans (1909). 
Sur le premier arbuste, la disjonction a lieu chaque année 
sans exception depuis 1910; sur les autres, elle ne s'est pas 
encore produite bien que toutes les greffes du Cytise d’ Adam 
soient des fragments d’un seul individu. 

La vieillesse, ou mieux, lage avancé de la greffe seul 
entraine la dégénérescence, qui se traduit ici par la disjonction 
végétative du Cytise d’Adam en ses parents présumés, le Cydisus 
Laburnum et le C. purpureus, deux espéces tres différentes qui 
sont classées dans deux sections du genre polymorphe Cytisus. 
Les essais d’hybridation tentés depuis un siécle n’ont jamais 
donné de résultat positif, et on ne sait méme pas si Cyfeszs 
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Adami est réellement un hybride sexuel des deux espéces 
citées: la stérilité et les disjonctions qui viennent d’étre rap- 
pelées ont fait aceréditer cette opinion. | a 
D’ailleurs le Cytise d’Adam joue; il donne des variations 
nouvelles de bourgeons autres que des retours aux parents 
présumés. On a signalé sa tendance a la production de fleurs 


doubles; aprés un traumatisme important fait en 1908, le 
Cytisus Adami agé de trente 


ans, de la Station de chimie 
végétale de Meudon, donne 
chaque année des pousses 
d’une nouvelle forme, le 
Cytisus Adami f. bracteata, 
a grappes épaissies, a fleurs 
munies de bractées allon- 
gées, qu’on devine a peine 
sur le type C. Adami. J'ai 
décrit (1911) et figuré cette 
forme dans un mémoire 
détaillé (fig. 1). 


* 
* 


ee S Par des hybridations en- 
Fic. 1. — En A, grappe de fleurs du Te espéces de céréales trés 


Cytisus Adami ordinaire de Meudon; en divergentes, entre des Orges 
B, grappe a Be épaissi et a pedoneules x épis X deux rangs et des 
courts de la variation de bourgeon dé- Beet 

veloppée apres un traumatisme sur le Orges a épis a SIX rangs 


meme arbre Enc cten Jai représent® par exemple, j/ai obienu 
tées calycinales du type 6 qui ont fait des individus peu fertiles 
donner le nom bracteata a cette forme. et, en semant leurs eraines, 

des lignées offrant aussi la 
dissociation végétative des caractéres des parents. Mais ce qui 
est plus intéressant, c’est que les termes de cette dissociation 
napparaissent pas aujhasard des circonstances. Dans l’exemple 
cité, les bases des épis sont toujours du type des Orges A six 
rangs (Hordeum tetrastichum L.) tandis que les pointes des 
épis sont du type de l’Orge & deux rangs (H. distichum L.). 
Beaucoup d’épillets sont ayortés, surtout dans les portions 
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d’épis qui présentent la mosaique des deux caractéres (fig. 2). 

Lhétérogénéité des métis est moins sensible. Ainsi, pour 
les caractéres ornementaux (caractéres dits de variétés) des 
grains d’Orges, indépendants de l’ensemble des caractéres 


Worganisation (carac- 
téres dits spécifiques) 
on constate d’ordinaire 
la dominance dans la 
premiére génération hy- 
bride, puis la ségrégation 
sur des individus diffé- 
rents a la seconde géné- 
ration et aux généra- 
tions suivantes (Lois de 
Mendel). J'ai montré 
(1909) que la disjonc- 
tion végétative (sur un 
méme individu) était ca- 
ractéristique d’hybrides 
entre espéces offrant 
des organisations diver- 
gentes et que lon sait 
méme distinguer des 
spéciéités de degrés plus 
ou moins élevés, en no- 
tant l’absence ou la fré- 
quence de ces disjonc- 
tions végétatives (1911), 
indice qui compléte ceux 
que Naudin (1858) a tirés 
de la stérilité plus ou 
moins grande des pro- 
duits hybrides. 

Dans des recherches 
connexes, j'ai pu con- 


nd 
ig Lignée née BOK. 1g 
Taonte “9 1934 x 0202 


Fie. 2. — Schéma des épis de lhybride : 
Orge 4 six rangs croisé avec !Orge a deux 
rangs (Hordeum tetrastichum 0.1231 & H. disti- 
chum nutans 0.202), ou l’on amis en évidence 
la stérilité des épillets et leur distribution 
au bas des épis selon le mode fetrastichum, 
ala pointe dés épis selon le mode distichum. 


stater que des hybrides fixés d’Orges et de Blés homogénes et 
bien définis en certaines localités, sous un climat et sur 
un sol déterminés, présentaient cette disjonction végétative 
lorsqu’on s’efforcait de les acclimater dans des régions trés 
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différentes. L’hybride Orge Svanhals (de Vespece H. disti- 
chum erectum), stable & Svalof (Suede) et controlé depuis 
vingt ans, reste stable dans le Nord de |’Allemagne; mais 
il se disjoint sous la forme végétative lorsqu’on acclimate 
dans le Nord de la France. La disjonction est accélérée dans 
les terrains calcaires des environs de Péronne et elle est 
encore plus accusée au sud de Paris, dans la Sarthe, au 
point de rendre nécessaire le renouvellement chaque année 
des semences dégénérées. Des accidents du méme ordre, aussi 
intenses mais plus difficiles & analyser, se produisent dans l’ac- 
climatation des variétés de Pommes de terre a fécule d’Alle- 
magne dans l'[e-de-France. Ces variétés sont ici des bour- 
eeons multipliés par une fragmentation répétée dun méme 
individu hypride dont les ascendants sont mal connus (1). 


La dégénérescence végétative de Vhybride présumé Cytesvs 
Adami, celle des hybrides vrais réalisés expérimentalement 
d’Orges et de Blés, celle des individus hybrides de Pommes de 
terre, qui nous apparaissent comme la conséquence des chan- 
gements de climat et de sol se produisent toujours, mais plus 
ou moins rapidement, lorsque les plantes vieillissent. Le sélee- 
tionneur éprouve de grandes difficultés a conserver indéfiniment 
par tubercules ou par greffes les meilleures variétés bien 
acclimatées de Pommes de terre, de Poiriers, de Vignes, 
d’Abricotiers, etc., bien que ces variétés ne soient pas des 
variétés au sens propre du mot. La disjonction affecte les frag- 
ments d’individus dont la naissance remonte & quelques dizaines 
dannées (Pommes de terre), & quelques vingtaines d’années 
(Poiriers et Vignes), & un siecle ou deux (Abricotiers). Aprés 
une longue période de prospérité et de succés, lorsque la dégé- 
nérescence de quelques fragments commence et se poursuit, il 
faut s’attendre a la disparition prochaine de tous les fragments, 
a la disparition de Vindivida qui approche du terme de sa vie. 

Il importe de savoir que les effets du climat, du terrain, 
de la sécheresse ou de l’humidité, et surtout les alternances 
brusques de ces divers facteurs, s’ajoutent & la progression 


(1) Ce que j'ai observé sur le Cylisus Adami de Bellevue ne me permet pas 
de croire que les retours sont toujours du type des ascendants. 
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normale de la désorganisation interne et en accélérent les con- 
séquences. Et si ces effets s’ajoutent, ils doivent pouvoir se 
retrancher. Par des soins culturaux convenables, par une ali- 
mentation choisie, par un renouvellement fréquent de greffes 
jeunes (cas du Cytise d’Adam), on peut retarder indéfiniment, 
comme Calkins I’'a fait pour les Infusoires, la déchéance 
caractéristique de la vieillesse. 


Charles Naudin (1859), quia découvert Phybridité disjointe, 
en donne l’explication suivante, admise sans réserves par tous 
les biologistes modernes : 

« Une plante hybride est un individu ow se trouvent réunies 
deux essences différentes, ayant chacune leur mode de végéta- 
tion et leur finalité particuliére, qui se contrarient mutuelle- 
ment et sont sans cesse en lutte pour se dégager l’une de 
de l'autre. L’hybride, dans cette hypothése, serait une mosaique 
vivante dont l’eil ne discerne pas les éléments discordants 
tant quils restent entremélés; mais si, par suite de leurs 
affinités, les éléments de méme espéce se _ rapprochent, 
sagglomérent en masses un peu considérables, il pourra en 
résulter des parties discernables a l’ceil quelquefois des organes 
entiers, ainsi que nous le voyons dans le Cytisus Adami... » 

L’analyse anatomique des tissus de plantes hybrides confirme 
Vbypothése de Naudin. E. Baur, Brandza, Buder et surtout 
Mac Farlane (1895) en ont donné des preuves; j’en ai réuni de 
deux sortes tirées d'un matériel hybride réalisé par moi-méme. 

Dans le Blé hybride stérile, que j’ai obtenu le premier 
entre V’Engrain (T'riticm monococcum) et le Blé dur (Tr. 
durum), j’ai retrouvé entre les faisceaux vasculaires du mono- 
coccum des piliers de sclérenchyme & cellules épaissies de 77. 
durum (fig. 3) et, en plus, un tissu collenchymateux qui n’existe 
que chez le monococcum jeune; cet hybride stérile est une 
mosaique de tissus Agés et jeunes des parents et la présence des 
jeunes tissus explique peut-étre la stérilité (Blaringhem, 191+). 

De méme, les hybrides de Cavia Aperea K Cav. Cobaya 
oblenus dans les élevages de M. Prévot, & Garches (Seine-et- 
Oise), offrent une mosaique, tres nettle sur les dissections des 
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membres, des muscles et du tissu adipeux des parents. 
M. Chatanay et moi-méme avons fait sur ces animaux des 
observations, relatives & la juxtaposition de ces tissus et a leur 
groupement chez les animaux jeunes et adultes, qui seront 
prochainement publiées. Elles confirment tout ce qui est vérifié 
depuis cinquante années concernant |’indépendance des tissus 
des parents chez les hybrides d’espéces de végétaux. 

Mais c’est surtout chez les végétaux cultivés*qu’on reconnait 
le mieux les lois générales de cette disjonction et le mécanisme 
de la séparation des essences spécifiques différentes. En voici 
un exemple choisi parmi beaucoup d'autres. 


Fic. 3. — Coupe schématique de la base d’un chaume de l‘hybride stérile 
Trificum imonococcum X Tr. durum, ot lon voit les faisceaux libéroligneux 
fc. et f. a, caractéristiques de V’Engrain (Tr. monococcum) englobant un 
faisceau épais soutenu par un pilier de sclérenchyme p., caractéristique du 
Triticum durum. 


Les Blés du Sud de la Russie, dits de Taganrog, trés recher- 
chés par les minoteries et les semouleries, font prime sur le 
marché de Marseille; on s’est donc efforcé de les multiplier et 
cela sous deux climats trés différents, en Algérie et dans le 
Centre de la France. La lenteur relative de la croissance de ces 
Blés et la nécessité d’en obtenir un rendement élevé les a fait 
cultiver dans les deux régions comme des Blés d’automne. En 
Algérie, dans ces conditions, le Blé de Taganrog devient en 
quelques années un véritable blé dur (Zrisicum durum Desf.) 
qu’on ne saurait plus distinguer des Blés cullivés depuis cin- 
quante années dans la vallée du Chélif sous le nom de Blé 
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Macaroni. Les mémes Blés, cultivés aprés la récolte des Bette- 
raves dans les environs de Clermont-Ferrand par les sélec- 
tionneurs trés avisés qui exploitent Jes domaines des Sucreries 
de Bourdon, deviennent, en deux ou trois générations, des Blés 
Poulards (Trt. turgidum L.), appelés encore Blés anglais, qui 
n’ont plus aucun caractére de Blés durs. 

La disjonction se produit sous Vinfluence immédiate de 
hiver, du froid, de Vhumidité et surtout de ’évaporation plus 
ou moins rapide de l'eau absorbée par les plantes. Beaucoup de 
travaux ont mis en évidence la réaction immédiate et totale 
des tissus végétatifs 4 ces agents externes et on concoit fort bien 
comment le climat sec de Algérie détermine, dans la plante 
hybride dépaysée, la formation de larges faisceaux libéroligneux 
a grands vaisseaux entourés rapidement d’anneaux épais de 
sclérenchyme, alors que les faisceaux libéroligneux plus petits, 
mais plus nombreux, du Triticum turgidum se trouvent favo- 
risés par les semis d’automne, par un séjour plus ou moins 
prolongé sous la neige et surtout par la riche fumure qui 
retient eau dans les chaumes et ralentit leur maturation, con- 
ditions spéciales de croissance rencontrées dans les fertiles 
plaines de la Limagne. 


Les chiméres végétales réalisées récemment par Winkler 
(1909) & Tubingen, qui sont des complexes de tissus végétaux 
associés par la greffe (1) et se comportent comme les hybrides 
offrant la mosaique, permettent d’étendre a d’autres phéno- 
menes les régles de la disjonclion végétative & la suite du 
vieillissement, dont les effets peuvent étre accélérés ou retardés 
par les facteurs externes. Rapprochées de mes observations 
et expériences sur les hybrides. elles m’ont permis d’inter- 
préter d'une maniére nouvelle les rapports de certains parasites 
trés spécialisés avec leurs hdétes. 


(1) M. Winkler a fabriqué, par la greffe, des bourgeons de Tomate a char- 
pente de Tomate recouverte de deux couches de cellules de Morelle noire = 
Solanum Koelreuterianum, des bourgeons de Morelle noire 4 charpente de 
Morelle noire recouverte par l’épiderme de la Tomate = Solanum Tubingense. 
Ces bourgeons chiméres sont propagés par centaines comme le Cytisus 
Adami, sans disjonction, si l'on empéche la floraison et le vieillissement. 
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Les Rouilles des Céréales (Puccinies), tres polymorphes, sont 
spécialisées au point que certaine forme qui attaque le Blé se 
propage mal ou pas sur |’Avoine et réciproquement, méme 
aprés une série de passages sur des hotes différents. Elles 
doivent présenter, en plus de la contamination précédant 
immédiatement les crises de Rouille, des moyens de propagation 
que le botaniste suédois Eriksson (1901-1942) croit avoir décelé 
dans les semences. La théorie d’un mycoplasma intimement 
fusionné au plasma des cellules hétes est sans doute encore mal 
étayée; mais il est certain que les tissus de l’hote et ceux du 
parasite peuvent croitre végétativement et longtemps entremélés 
sans dommage apparent pour les deux individus. C'est du 
moins ce qui se passe réguliérement pour certains charbons, 
pour la Carie, pour le Champignon de l'lvraie (Lolium temu- 
lentum, etc., ‘Blaringhem, 1912). Or, pour les Charbons, pour 
le Champignon de l'Ivraie, pour les Rouilles aussi, il y a des 
périodes d’explosions qui sont intimement liées & la maturation 
sexuelle des plantes hétes (1). De méme, il arrive que des 
crises de Rouille ou de Charbon trés intenses déterminent la 
sporulation des Champignons dés la premiére jeunesse de la 
plante héte, quimeurt prématurément. 

En un mot, les complexes (Plante héte +- Charbon) (Plante 
hdte ++ Puccinie) se dissocient dans certaines conditions anor- 
males de croissance et lorsque l'un ou l'autre des membres du 
complexe approche de la maturation sexuelle (vieillesse). 

C. Klebs (1898) a montré qu'une alimentation abondante, trés 
aqueuse, empéchait les Champignons (non parasites) de fructifier. 
La régle est sans doute valable pour les Champignons parasites. 

On sait, d’autre part, que la composition chimique des 
végétaux (Céréales) en croissance végétative (formation de 
feuilles et de jeunes chaumes) est pauvre en cendres mais 
riche en nitrates, que celle des végétaux sur le point de 
fleurir est riche en sucres et en phosphates. On concoit ainsi 
comment se maintient l’équilibre chimique riche en eau et 
pauvre en sucre caractéristique de la jeunesse du complexe 
(Céréale +- Charbon) et comment se disjoint le complexe 


(1) Les phénoménes de castration parasitaire, étudiés par A. Giard chez les 
animaux, rentrent dans la méme série de phénoménes. 


LES COMPLEXES VEGETAUX ET LEURS DISJONCTIONS 69 


(CGéréale -- Charbon) a la période de maturité sexuelle préparée 
par un milieu interne pauvre en eau (physiologique d’aprés 
Scimper ) et riche en sucre. L’état de vieillesse facilite la 
maturation du Champignon (sporulation des Charbons), ou 
6limine le Champignon et provoque la maturation hative des 
graines de la Céréale (cas probable du Mais au nord de Paris). 

Des expériences réalisées avec la Guimauve, dont les graines 
stérilisées extérieurement ont été ensemencées dans un milieu 
stérile, ont permis de reconnaitre la présence de la Rouille 
(Puccinia Malvacearum) sur des plantules dont les cotylédons 
nétaient pas tombés (Blaringhem, 1913). Les pustules de 
Rouille apparaissent dans les tubes renfermant, en plus de la 
soluuion Knop nutritive normale, une proportion de 5 p. 100 de 
saccharose ou de glucose. La tension osmotique des tissus, des- 
séchés par cette addition, provoque l'état de vieillesse dans les 
tissus jeunes et détermine la séparation préinaturée des élé- 
ments du complexe (Guimauve +- Puccinie), séparation qu’on 
ne constate en général qu’assez tard dans la vie de la Gui- 
mauve. 

Mais les Rouilles et les Charbons, présents dans les tissus 
jeunes, ne nuisent en rien a la croissance végétative des hétes 
et il suffira de trouver les conditions qui empéchent la fructi- 
fication des parasites pour atténuer, dans une trés large mesure, 
les dommages que ces parasites causental’agriculture. L’abon- 
dance, dans les solutions du sol, de sels de chaux qui abaissent 
la tension osmotique parait limiter les dommages de la 
Rouille; elle semble diminuer aussi le rendement en grains des 
céréales et ces deux résultats sont probablement la conséquence 
d’une méme cause physico-chimique. 
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ETUDE DES PRODUITS 
DE DEGRADATION DIASTASIQUE DE L'INULINE 
DANS LA RACINE DE CHICOREE 


par J. WOLFF et B. GESLIN. 


INTRODUCTION 


Parmi les aliments hydrocarbonés de réserve des végétaux, 
Vamidon passait jusqu’ici pour oecuper une place prépondé- 
rante. Toutefois Pinuline posséde une valeur nutritive égale, 
et sa présence est aussi nécessaire chez certains végétaux que 
celle de ’'amidon chez d’autres. L’amidon, plus répandu dans 
la nature, plus anciennement connu, attira davantage l’atten- 
tion des chercheurs; aussi un grand nombre d’observations et 
de travaux ont-ils été publiés sur ce sujet; mais ce n’est pas ici 
le liew de les citer ou de les commenter. 

Nous nous bornerons & mentionner, au cours de ce travail, 
ceux qui nous paraitront se rattacher plus directement a notre 
étude. Jusqu’a présent, linuline et ses dérivés ont plutét fait 
Vobjet de recherches dans le domaine de la chimie pure. Citons 
& ce point de vue les remarquables travaux de Tanret (1). 
L’étude de la transformation de l’inuline sous l’influence des 
diastases a été abordée, pour la premiére fois, par J. Reynolds 
Green (2). Cet auteur a mis en relief le réle physiologique d’un 
enzyme spécifique de l'inuline; il lui donna le nom d’ « inu- 
lase », sa fonction essentielle consistant, selon lui, & transfor- 
mer l’inuline en lévulose. 

Les recherches de Green ont porté plus particuli¢rement sur 
les tubercules de topinambour dans le premier stade de déve- 
loppement de la plante. Green n’observa d’ailleurs qu'une action 


(1) Tanret, Comptes rendus de UV Acad. des Sciences, t. AV ps 30, 1893. 
(2) The soluble ferments and fermentation, Cambridge, 1899, p. 75. 
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saccharifiante fort lente; il insiste du reste lui-méme sur la 
faible quantilé d’ « inulase » entrant en jeu. 

D’autre part, il constata (en dehors du sucre produit et de 
V'inuline non attaquée) la présence d’un corps nouveau dont il 
put caractériser quelques propriétés physiques : 


1° Plus grande solubilité dans Peau que linuline,; 
2° Dialyse réalisable; 

3° Structure cristalline particuliére ; 

4° Solubilité dans lalcool a 65°; 

6° Précipitation par l’alcool a 82°. 


De notre coté, nous avons étudié les relations de l’inuline 
avec les diastases qui l’accompagnent dans les végétaux. 

Le réle et les propriétés des produits de dégradation prenant 
naissance dans ces conditions nous ont paru mériter une étude 
physiologique plus compléte et plus approfondie que celle qui 
en a été faite jusqu’ici. 

La racine de chicorée étant une des racines ot les hydrates 
de carbone s’accumulent le plus au moment de la maturité, 
nous l’avons choisie de préférence pour suivre les transforma- 
tions de l’inuline sous l’influence d’agents diastasiques. 

D'aprés les observations de l’un de nous (1), nous savons 
qu’aussit6t aprés l’arrachage des racines, dans le courant d’oc- 
tobre, le suc qui en découle se coagule aisément, se prend 
méme en masse, et que cette tendance & la coagulation s’at- 
ténue avec le temps. 

Ainsi, 3 4 4 semaines aprés l’arrachage, une partie de l’inu- 
line se dépose encore (sans se coaguler) dans le jus abandonné 
a lui-méme, tandis qu’une autre partie a déja subi une modi- 
fication profonde, 

Bien que, sous des influences physiologiques encore mal 
définies, la transformation de linuline soit déja trés avancée, 
il est encore difficile de mettre en évidence & ce moment l’ac- 
tion des diastases saccharifiantes; elles existent certainement, 
mais elles sont encore trés peu actives & cette période. Un 
mois aprés, si on examine un nouveau suc, toujours du méme 
lot de racines, on constate une proportion de sucre réducteur 


(1) J. Wore, Comptes rendus de l’Acad. des Sciences, t. 162, p. 514, 1916. 
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beaucoup plus considérable, en méme temps qu’une activité 
diastasique saccharifiante trés remarquable. 

On note en outre, au bout de cette nouvelle période, une plus 
forte proportion d’inuline transformée, mais non saccharifiée. 

Le travail qui s’accomplit avec le temps dans la racine de 
chicorée & partir de l’arrachage, s’est donc manifesté & nous en 
deux phases bien distinctes (a I’étude desquelles nous nous 
consacrerons principalement). 

Cette étude nous permet de montrer que l’inuline, aliment 
de réserve, est & la base de tous les produits similaires aux- 
quels on peut la trouver associée dans les végétaux; que sa 
dégradation et celle des produits en dérivant se poursuit d’une 
facon continue, sous |’influence d’agents diastasiques mal déter- 
minés encore pour aboutir au terme « hexose » (en majeure 
partie du lévulose); que les produits de dégradation non réduc- 
teurs, qui prennent naissance aux dépens de l’inuline, se trans- 
forment en sucres réducteurs grace aux propriétés hydro- 
lysantes du suc; action qu’on peut également produire avec la 
sucrase extraite de la levure; que ces mémes substances fer- 
mentent sous l’influence des levures les plus diverses, tout en 
montrant a l’égard de celles-ci une résistance variable. 

Pour la clarté de nos exposés, nous désignerons ces produits 
sous le nom générique d’ « znulides », produits se distinguant 
encore entre eux par leur pouvoir rotatoire et leur plus ou 
moins grande solubilité dans l’eau et dans I’alcool. 

Quelques auteurs (1) ont comparé les corps voisins de l’inu- 
line, ou en dérivant, aux dextrines provenant de l’amidon. 
Cependant, dans nos expériences, les levures agissent directe- 
ment sur les « inulides » (2) et en un temps trés court, action 
comparable a celle exercée par les levures sur le saccharose et 
sur le maltose. 

On peut donc considérer nos « inulides » comme des polyoses 
beaucoup plus rapprochés des sucres que ne le sont les dex- 
trines. On sait du reste que les dextrines provenant de l’amidon 
ne fermentent pas directement par Jes levures, sauf dans des 


cas exceptionnels. 


(1) R. Gregn, Loc. cil., p. 81. — G. Anvré, Chimie végétale, p. 122. — 
(2) La synanthrine et l’hélianthénine de Tanret appartiennent certainement 
au groupe des « inulides ». 
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Notons également que l’imuline pure en solution dans un 
bon milieu nutritif n’a jamais fermenté dans nos expé- 
riences malgré l'emploi de levures d'origine variée. Enfin, 
nous démontrerons que la swerase extraite de la levure a une 
action nulle sur l’inuline elle-méme, tamdis qu'elle en posséde 
sur les « inulides » et qu’elle l'exerce & la maniére de l’enzyme 
hydrolysant, contenu normalement dans la racine de chicorée. 

Comme, d'autre part, E. Bourquelot (1) a constaté que lAs- 
pergillus niger est capable de saccharifier linuline, il semble 
bien qu’une autre diastase sécrétée par cette moisissure ail pré- 
paré le terrain & la sucrase. La formation des « inulides » dans 
-la racine doit avoir pour cause une action diastasique ana- 
logue s’exercant sur linuline. 


Dés lors, il n’est point téméraire de penser que la sucrase et 
Venzyme hydrolysant les « inulides » ne fassent qu'une seule 
et méme substance; que la saccharification de Vinuline attri- 
buée jusqu’a présent a un seul et unique ferment l’« inulase », 
soit un phénoméne plus complexe oti le role final de la sucrase 
apparait nettement. Nous laisserons au lecteur le soin de 
juger. 


PREMIERE PARTIE 


ETUDE 
UN MOIS APRES LA RECOLTE DES RACINES DE CHICOREE 


Traitement des racines 


et préparations du suc un mois aprés l’arrachage. 


Des racines de chicorée (environ 15 kilogrammes), provenant 
? A . 
d'un méme lot de 50 kilogrammes, sont lavées, brossées, 
rapées, puis pressées. On recueille environ 8 kilogrammes de 
suc. 


(1) Bourourtot, Les ferments solubles de VAspergillus niger. Bullet. Soc 
mycologique de France, t. IX, 4¢ fasc., 1893. 
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L’examen au polarimétre du suc déféqué accuse une dévia- 
tion de — 31° en degrés saccharimétriques. 


Le dosage du sucre réducteur (1) dans le suc 


GIOTTO s om & (PMNs Page Mea cee Oe Pe 1 gr. 20 p. 100 
Le dosage du sucre réducteur aprés hydrolyse 
GOUMCew eet pe etme ee Pe SS eRe 21 gr. 60 p. 100 


D’autre part, 500 cent. cubes de sucre sont étendus de leur 
volume d'eau distillée et les 1.000 cent. cubes résulltant de ce 
mélange sont divisés en deux portions égales (A) et (B). 


La portion (A) est réseryée aux recherches sur l’inulase. 


La portion (B) est débarrassée des matiéres albuminoides 
par ébullition, filtrée et chauffée & 100° pour en assurer Ja con- 
servation. 


RECHERCHE DE L’INULASE SUR LE SUC FRAIS 


PREMIERE SERIE D'EXPERIENCES SUR LA PORTION A, CEST-A=DIRE 
SUR LE SUC FRAICHEMENT PREPARE ETENDU DE SON VOLUME D EAU 
DISTILLEE. 


Disrositir. — Diviser exactement 500 cent. cubes du mélange 
dans une série de 10 matras de 100 cent. cubes, numérotés de 
4a 10. Chaque récipient contient ainsi 50 cent. cubes de suc 
étendu, soit 25 cent. cubes de suc pur. 


Opération. — On chauffe d’abord jusqu’a ébullition les bal- 

lons n° 1 et 2 qui serviront de témoins, ainsi que le n° 3, aci- 
iia N 

dulé au préalable avec 0c.c.5 d’acide sulfurique To dans le 


but de transformer une partie des sels neutres du suc en sels 
acides. | 
Puis on place dans le bain-marie, réglé & 50°, toute la série 


(1) Tous nos dosages de sucre ont été effectués par la méthode de Mohr, 
modifiée par Gabriel Bertrand. 
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des ballons n° 4, 2, 3; n° 4, 5,6; n® 7, 8,9 et 10, ce dernier 


atte: N 
acidulé comme le n° 3 de 0c.c. 5 d’acide sulfurique 0 


Au bout de 1/4 d@heure . . on retire le n° 7 

Au bout de 1/2 heure. . . on retire le n° 8 

Au bout de 3/4 d@’heure . . on retire le n° 9 

Au bout de 1 heure ... on retire le n° 4 et les n°s 4, 3, 10 
Au bout de 2 heures. . . on retire le n° 5 

Au bout de 3 heures .. on retire les n°s 6 et 2 


Aussitot retiré du bain-marie chaque ballon est plongé dans 
Veau bouillante ot il est maintenu pendant cinq minutes afin 
d’arréter toute action diastasique ultérieure. 


Dosage de la matiére réductrice et examen au polarimétre.— 
Aprés refroidissement, le contenu de chacun de ces ballons est 
déféqué & l’acétate de plomb et ramené & 100 cent. cubes a 
Vaide d’une solution saturée de sulfate sodique. On filtre, on 
examine au polarimétre et on dose le sucre. Le tableau 
ci-aprés indique les résultats; ils different trés peu les uns des 
autres. 


Nos DEGRES MATIERE REDUCTRICE DUREE DU SEJOUR 
saccharimétriques p- 100 de sue pur au bain-marie 
4 (Témoin) — 32° 1,28 4 heure 
2 (Témoin) — 320 4,28 3 heures 
3 (Témoin) == 3Py) 4,412 1 heure 
4 — 3302 1,40 4 heure 
5 — 3404 4,58 2 heures 
6 — 3404 1,56 3 heures 
7 — 3208 1,24 1/4 @heure 
8 — 320 41,40 4/2 heure 
9 — 3302 4,40 3/4 @heure 
10 (Témoin) — 33% 4,48 4 heure 


Le n° 5, aprés un séjour d’une heure au bain-marie 4 50°, 
accuse seul une légere augmentation de la matidre réductrice. 
Le pouvoir réducteur du suc est le méme aprés deux heures au 
bain-marie & 50°, comme on le remarque pour le n° 6. 

Les témoins n*1 et 2, bouillis au préalable, n’accusent aucun 
changement appréciable. Le témoin acidulé n° 10, aprés 1 heure 
au bain-marie a 50°, suit légérement la progression constatée 
dans le n° 5. On remarque également une trés faible augmen- 


tation de la matiére réductrice dans les liqueurs des ballons 


— 
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n®* 8 et 9 restés 1/2 heure et 3/4 d’heure a 50° sans atteindre 
toutefois le maximum observé 1,58 de sucre p. 100 de suc pur. 


De cette premiere série d’expériences on peut tirer la conclu- 
sion que hydrolyse diastasique des produits hydrocarbonés du 
suc a été trés faible. 


DEUXIEME SERIE D’EXPERIENCES COMPARATIVES AVEC DU SUC FRAIS 
NON BOUILLI ET DU SUC BOUILLI EN PRESENCE D'UNE PETITE DOSE 
D ACIDE ACETIQUE. 


Le dosage de l’acidité du suc en présence de phtaléine et de 
Valcalinité en présence d’orangé III ayant été effectué au préa- 
lable d’aprés Ja méthode préconisée pour la premiere fois par 
M. A. Fernbach (1), nous disposons au bain-marie & 50° une 
nouvelle série de 4 ballons n° 4, 2, 3, 4. Lesn® 1 et 3 contien- 
nent : 25 cent. cubes de suc non bouilli, additionné de 1 cent. 
cube d’acide acétique normal! (c’est-a-dire un poids d’acide 
acétique équivalent & celui d’acide sulfurique nécessaire a la 
transformation des sels neutres en sels acides). Les ballons 
n®* 2 et 4 sont préparés de la méme facon avec du suc bouilli. 
Aprés 1 heure, on retire les ballons 1 et 2; aprés 2 heures, 
on retire les ballons 3 et 4. 

On stabilise ensuite les liquides par la chaleur. Aussitot leur 
retrait du bain-marie on laisse refroidir, on déféque et on 
raméne le volume a 50 cent. cubes. 

Pour connaitre également l’action du swe pur non bourlli 
sur le suc bouilli, on prépare de la méme maniére avec le suc 
étendu de son volume d'eau, des matras numérotés 5 et 6. 


INO 3. -Siive Joni 2) BOs Wo Ges gee oo < 30 cent. cubes. 
Suc frais nouveau, non bouilli. . . . 10 = 
Acide acétique normal. ....... sl _ 

INO Gy, Shore lool ey EO ToS AUN 5 5 A Bes o 6 30 cent. cubes. 
Suc frais nouveau bowilli ...... 10 oo 
Acide acétique normal ........ 4 _ 


Ces deux derniéres liqueurs, contenant chacune 25 cent. 
cubes de suc de chicorée pur, sont laissées 15 heures au bain- 


(1) Recherches sur la saccharification de l’amidon, par Vamylase du malt. 
Annales de la Brasserie et de la Distillerie, 10 octobre 1899. 
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marie 8 50°, puis stabilisées, déféquées et étendues a 100 cent. 
cubes. 

L’examen au polarimétre et la teneur en sucre réducteur de 
toutes ces liqueurs sont résumés dans le tableau suivant : 


DEGRES MATIERE REDUCTRICE 
aii sarizochariméques p- 100 de suc pur. 
Re is ee. ae — 37° 4,24 
Bie Waukee Urea eater — 37° 444 Suc bowilli 
Si 4:, Wee fokeaee be — 37°% 1,22 
Bie te. eg ae ee ee — 36°6 4,40 Sue bouilli 
rh Meter RLS. Gee Rng VS — 36°8 1,64 
Gig pie tm esiee Sie eae — 36° 4,20 Sue bowilli 


Ces résultats montrent que l’'action diastasique saccharifiante 
n’a guere été activée par Paddition d’une petite dose d’acide 
acétique. 


ACTION SUR LE SUC DE CHICOREE DE DEUX LEVURES 
DESIGNEES PROVISOIREMENT PAR «= ET 8 (x PLUS ACTIVE QUE 3) 


Nous avons opéré : 


a) Sur le sue de chicorée étendu, aprés chauffage & 100° et 
clarification (portion B); | 
6\ Sur le méme suc additionné d’inuline pure préparée par 
nous; 

ec) Sur Vinuline pure en milieu nutritif. 

Ces recherches ont pour but de s’assurer : 

1° Si la levure produit un enzyme saccharifiant spécifique de. 
Vinuline (inulase de Green); 

2° Dans quelle mesure les hydrates de carbone contenus 
dans le suc et dérivant de Vinuline sont susceptibles de fer- 
menter, et quel est le rdle de la levure dans cette action. 


Disposivir. — Préparer, avec le suc de chicorée dilué et de 
eau de levure, les mélanges suivants : 
2 ballons numérotés 1 et 3 contenant chacun : 


Suc de chicorée.2: 50p. 400. aac) «ex 30 cent. cubes. 
Rau de levare kee ees 62 Se eee ee ee 20 _ 
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2 ballons numérotés 2 et 4, contenant chacun : 


Suc de chicorée 4 50 p. 100... . =... . . 30 cent. cubes. 
Baw ide lewnrne se = <=. sac)< A ates ie. 0) — 
EUR Me SCCem ame! 4 4 a) 5) 2 a 2 =) ec eranamnes:. 


2 autres ballons, n®* 5 et 6, avec : 
POURCegleiUtGge mse ye ys Ae 2980) centa.cubes. 
iahime peste ms SS premmes. 
enfin un 7° ballon spécial 4 des, renfermant une quantité double 
de suc et @eau de levure, destiné & suivre la marche de la fer- 
mentation par la perte de poids du ballon. 


SUCHE eChicoree alo0lpat0eas- . ss 4 60) cent. cubes: 
Bausdediewame 2... . ee Dh ss Rigs Aan ak ee — 
OpéRATION. — Toutes ces préparations, chauffées a l’autoclave 


a 100° pendant she dheure, puis refroidies, sont ensemencées : 
4° Ves n® #, 2, Set 1 is avec 15 gouttes de levure «; 

2° Les n®* 3, 4 et 6 avec 15 gouttes de levure 8. 

Puis, chacun des récipients élant armé d’un tube a déga- 
gement avec acide sulfurique, est placé a l'étuve réglée a 27°. 

En moins de 24 heures, la fermentation est commencée dans 
les ballons, sauf dans ceux ne renfermant que de l’¢nuline pure, 
cest-a-dire dans 5 et 6. 

Aprés 40 heures, le poids du-n° J dzs restant constant, nous 
avons pu constater que la fermentation était complétement 
terminée et nous avons procédé trois jours apres’ aux divers 

dosages de l’alcool produit et a |l’évaluation de la matiére non 
fermentée. 


1° DossGE DE L’ALCOOL PAR LE PROCEDE Marvin (1). 


Résullats en volume trouvés pour 15 cent. cubes du sue pur (2). 


Nos C.e- 
4. Suc de chicorée, avec levure «. 149 
2. Suc et inuline. de Bees 8 5 igs emer asen 4,20 
3. Suc de chicorée, avec leyure fp. ........ 3-5, als Dial 
4. Suc et inuline, de ML dito metal Aas, ore 
5. Inuline seule, avec levurex ..... eM ey sit) 3 aNeaut. 
6) Inulinerseule aveclevure 6. -..-..--.-... Neéant. 


(1) Moniteur de Quesneville, p. 570, 1903 (Voir en Appendice un résumé de la 


méthode). 
(2) lest utile de signaler une fois pour toutes qu'un essai a blane avec 


le suc pur non fermenté ne donne aucun résultat pouvant infirmer nos con- 
clusions. 
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Trois faits sont acquis : 

1° La proportion d’alcool obtenue avec la levure « est sen- 
siblement plus forte que celle obtenue avec la levure 6. Le 
calcul conduit aux résultats suivants : 


Avec levure «:6,40 d’alcool en poids p. 100 de suc, correspondant 4 12,80 
de matiére fermentescible. 

Avec levure 8 :5,76 d’alcool en poids p. 100 de suc, correspondant a 11,536 
de matiére fermentescible. 


2° La présence de V’inuline ajoutée (2 et 4) n’a pas modifié 
les résultats. 
3° L’inuline pure n’a pas été touchée. 
2°. DOSAGE DE LA MATIERE HYDROCARBONEE NON FERMENTEE 
(sur 15 cent. cubes de suc pur, aprés déduction, sil ya lieu, de Vinuline ajoutée). 


Nos SUCRE 

en lévulose. 
As, ee Oi CO GR Wage dey tect wearers eee mee 0s'96 Apres laction 
2..2 69 — 1sv64 (Inuline hydrolysée) . = 1, 05 § de la levurec. 
eee eI aes oa oe eh 5 Go oe mG 1, 08 » Aprés laction 
4. .2 82—41 64 (Inuline hydrolysée) . = 4, 48 de la levure §. 
DS shciers. athe 1, 64. (Inuline by drolysee) aie an en eee 


Avant de procéder aux dosages ci-dessus, nous nous sommes 
assurés qu il n’y avait plus de sucre réducteur libre n’ayant pas 
été touché par les levures (les résultats furent absolument 
négatifs). 

{l ressort de ces résultats que la quantité moyenne de matiére 
non fermentée, calculée d’aprés les chiffres ci-dessus, est égale 
a6 gr. 7p. 100 du suc pur aprés l’action de la levure a, c’est- 
a-dire dans les n° 1 et 2, tandis que, dans les ballons n®® 8 et 4, 
aprés l’action de la levure 8, cette quantité est un peu plus éle- 
vée et 6gale 47 gr. 53 p. 100 du suc pur. Ces résultats indiquent, 
en outre, que les levures n’ont pas attaqué Tinuline, mais 
qu elles ont agi sur des produits provenant vraisemblablement 
d’une transformation de linuline dans la racine méme. 

On est alors autorisé & penser que les levures sécrétent une 
diastase hydrolysante, agissant sur ces produits pour les 
dédoubler, comme la sucrase dédouble le saccharose. 

Cette diastase dédoublante est-elle douée de propriétés spéci- 
fiques vis-a-vis des produits de dégradation de l’inuline? 

C’est ce que nous examinerons dans la suite. Quant a ces 
produits eux-mémes, nous les désignerons & l'avenir sous le 


—_— 
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nom d’ « inuLipEs ». Nous résumons ces premiers résultats dans 
le tableau ci-dessous ot la matiére réductrice est évaluée en 
lévulose. 


TABLEAU RECAPITULATIF 


EXPERIENCE Sur un suc, renfermant 1° a Vorigine : 


DICK BLE (UICC UI eure eta es ac Sue. so: 1,20 
Matiére hydrocarbonée non réductrice ..... 20,40 
21,60 p. 100 
2° aprés action des levures: a 8 
Matiéres fermentescibles (inulides et sucre 
TROUUCUETIUE HAVENS os hoes 3, Supe Gee) S 12,80 TUE 36 
Matiéres non fermentescibles (inuline et 
AUUCCS) eer ee eevee Me ein neces se she is 6,70 7,53 
Totals ss Sk 19,50 19,066 
Reste pour matiére indéterminée. ... . 2,10 2,534 
21.60 21,60 


DEUXIEME PARTIE 


ETUDE DEUX MOIS APRES LA RECOLTE DES RACINES 
DE CHICOREE 


Rappelons briévement que, dans le suc que nous venons 
-d’étudier dans la premiére partie de ce travail, il a été mis en 
évidence : 

4° Une faible proportion de sucre réducteur initial 
igr. 2 p. 100 du suc; 

2° Une diastase hydrolysante trés peu active et trés fragile; 

3° Une quantité notable de matiéres hydrocarbonées non 
réductrices, les « inulides » attaquables par les levures; 

4° De Vinuline non attaquée par les mémes levures. 

Dans de nouveaux essais, nous avons examiné un suc du 
méme lot de racines deux mois apres la récolte, c’est-a-dire un 
mois apres l'étude précédente. La marche suivie est sensible- 
ment la méme. Mais, tandis que, la premiére fois, notre examen 
avait porté sur le suc total exprimé en un seul jet, cette fois-ci 
nous avons modifié un peu notre technique. 

Une premiére portion de suc a été recueillie aussitot apres 

6 
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expression pour étre comparée avec le suc déja étudié; puis, 
une deuxiéme portion fut extraite du résidu de la premiére 
expression aprés 24 heures de séjour sous la presse. 


ACTIVITE SACCHARIFIANTE DE LA DIASTASE 
DE LA RACINE DE CHICOREE 


Pour donner une idée de l’activité saccharifiante de la’ 


diastase qui s'est développée depuis un mois dans la racine, 
citons d’abord ce fait : 


Le jus de la 1" expression renfermait 3 gr. 4 p. 100 de sucre. 
Le jus de la 2° — _ Score 2p. 400 _ 


Ainsi, en moins de 24 heures, l’augmentation de sucre a élé 
de 5,8 p. 100 ala température ordinaire (15°), alors que I’écart 
entre la teneur en hydrates de carbone des deux sucs était insi- 
gnifiant, le premier en renfermant 22,4 et le deuxiéme 24,5. 


L’action saccharifiante, suivie jour par jour dans ce suc de 
deuxiéme expression, s'est continuée a la température moyenne 
de 12° (température du laboratoire). 

Pour prévenir toute altération, le suc avait été conservé sous 
une couche de toluene. 

Voici les résultats, représentés par le tableau et le graphique 
ci-dessous. 


TENET SUCRE 
Sass lequel DEGRES réducteur 
LES EXAMENS y " BN LEVULOSE 
EL LES DOSAGES SACCHARIMETRIQUES ye 
ont 6té effectués p- 100 de sue 
Suc de 1"e expression. . 0 — 4104, 3,4 
24 heures. — 6192 952 
: 3 jours. — 85° 12,4 
Sue de 2° expression . . eye — 13.6 
er: = 18,8 
O00 — 136° 24,5 (1) 


| 


= — 


(1) Ges 24,5 de sucre en solution conyenablement étendue fermentent complétement 
(le résidu est insignifiant). 
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Le graphique ci-dessous permet de se rendre compte d'une 
facon plus saisissante de la marche du phénoméne. 

Le suc hydrolysé dés le début par un acide donnant 24,5 de 
sucre réducteur, on voit que la transformation de l’inuline ou 
de ses dérivés saccharifiables a été compléte & une tempé- 
rature assez basse, sous l’influence des diastases contenues 
normalement dans le suc. De plus, la progression dans cette 


fe pa | Oe 
OT 3 4 5 9 fo 15 20 jours. 


QOuantité de sucre réducteur (en lévulose) formée dans 100 grammes de suc, 
dans les jours qui suivent la premiére expression. 
transformation en sucre est presque rigoureusement propor- 

tionnelle au temps a partir du 2° jusqu’au 9° jour. 

Le sucre réducteur passant de 3,4 a 9,2, l’énergie sacchari- 
fiante qui s’est manifestée dans les 24 premiéres heures a été 
plus considérable que celle qui s’est manifestée dans la suite. 
Cette action provient en partie, ainsi que nous nous en sommes 
assurés, de la présence dans la pulpe d’une certaine quantité de 
diastase saccharifiante ne diffusant pas dans le suc. 

Afin de ne pas surcharger ce mémoire, nos expériences A ce 
sujet seront publiées ailleurs. 


Revenons a notre sujet principal. 
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AGTIVITE COMPAREE DES SUCS « AWC/EN » ET « NOUVEAU » 
DE PREMIERE EXPRESSION, STABILISES OU NON 


Cette étude a porté d’abord sur l’activité saccharifiante du 
nouveau suc non chauffé, étendu de son volume d’eau, comme 
il a été fait pour l’ancien suc. Mais, pour éviter les longueurs 
et les redites, nous présentons le résumé de ces expériences 
dans le tableau ci-aprés, en rappelant les premiers résultats 
pour établir lear comparaison avec les nouveaux. 

La température & Jaquelle nous avons opéré étant de 51° (4), 
nous voyons de suite que l’activité saccharifiante du nouveau 
suc s'est exercée d’une facon normale. En comparant les 
chiffres, on se rend compte que, si la diastase saccharifiante 
manifeste une activité trés faible dans le premier suc (elle est 
& peine appréciable au bout de 2 heures), elle se montre au con- 
traire tres active dans le suc nouveau ov son action continue 
pendant 48 heures. Cette diastase hydrolysante s’est done for- 
tement développée dans la racine depuis 1 mois. 


TABLEAU RESUME ET COMPARATIF DES RESULTATS EXPRIMES EN LEVULOSE 


SUC DE CHICOREE 
Sn 


UN MOIS APRES DEUX MOIS APRES 
LA RECOLTE LA RECOLTE 
Suc dit « Ancien » Suc dit « Nouveau » 
Sucre, réducteur initial. . .... 1,20 3,40 
Sucre réducteur (lévulose) aprés 
séjour du sue au_ bain-marie, a 
51°, pendant : 
1 heure. ae . (Gu awro moe bic Ar 28) 3,40 
ay ? ’ 
2 heures. Temoins. } |. 1,28 3,40 
24 eee Suc. Sate ee 4,28 3,40 
48 heures. DOU et eee 1,28 3,40 
IRR ER 1,40 3,70 
4 heure. UCee— Nt: nen eee 1,40 4. 
2 heures. jou We aes Go 1,58 4,35 
24 heures. ayoyDvUNS Jee om 1,58 8,9 
PSSANUNT gs Ah ets} 10,30 


(1) Température voisine de la température optima signalée pour la sucrase, 
dapres A. Fernbach. 
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ACTION DE LA LEVURE @ SUR LE SUC NOUVEAU 
RENFERMANT 3,4 P. 100 DE SUCRE REDUCTEUR INITIAL 


L’opération faite en double n’est que la répétition de celle qui 
a été effectuée dans la premiére partie sur le suc ancien (a 
1,20 p. 100 de sucre réducteur initial). 

Deux matras contenant chacun 25 cent. cubes de suc a 
50 p. 100 et 25 cent. cubes d’eau de levure sont chauffés 
1/4 d’heure dans la vapeur d’eau a 100° (1). Aprés refroidisse- 
ment, on ensemence avec 12 gouttes d’une liqueur contenant 
de la levure 8 en suspension. On porte & l’étuve réglée & 27°, 
puis aprés 4 jours, on dose : 1° l’alcool; 2° les hydrates de car- 
bone non fermentés. 

L’alcool, dosé par le procédé Martin et ramené au pourcen- 
tage du suc pur, donne : 


[Dye] OMIT oil oso 38618 Boa eos anaes 10,252 p. 100 
ED OUGS atau tO cA Renee? es rows eave apts §,2 — 


sh 


Le poids des hydrates de carbone non fermentés, ramené & 
100 grammes de suc pur est égal a 3 gr. 68; il représente les 
hydrates de carbone aprés hydrolyse, exprimés en lévulose. 


COMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS ENTRE LES DEUX SUCS 
« ANCIEN » ET « NOUVEAU » 


Les chiffres que nous venons d’obtenir et ceux consignés a 
la fin de la Premiére Partie, pour le suc ancien, vont nous 
permettre d’apprécier les changements survenus depuis un 
mois dans la nature des hydrates de carbone de la racine de 
chicorée. Tous ces résultats exprimés en lévulose ont’ été rap- 
portés 4100 grammes de la matiére hydrocarbonée des sucs. 

Pour le suc ancien a 4 gr. 20 de lévulose initial pour 21,60 
_ d’hydrates de carbone, le poids des hydrates de carbone non 
fermentescibles était de 7 gr. 53 pour 21,60, soit 34,8 p. 100. 

Pour Je suc nouveau a 3,40 de lévulose initial pour 22,40 


(1) Dans ces conditions, les inulides ne sont pas saccharifiées et la stérili- 
sation est suffisante, 
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d’hydrates de carbone, le poids des hydrates de carbone non 
fermentescibles est de 3 gr. 68 pour 22,40, soit 16,4 p. 100. 

La différence entre les hydrates de carbone résiduaires 
(34,8 et 16,4) des deux fermentations (18,4) représente le poids 
de matitre devenue fermentescible grace au travail qui s’est 
accompli dans la racine depuis un mois. 

D'autres données permettent de controler ce résultat et four- 
nissent, en outre, le moyen de déterminer les proportions 
« d’inulides » et de lévulose ayant pris naissance dans la racine 
dans l’intervalle de temps compris entre nos deux examens. En 
doublant, pour chaque suc, le poids d’alcool trouvé, nous aurons 
trés sensiblement, en lévulose, le poids total des matiéres fer- 
mentées. En déduisant de ce poids celui de lévulose préexistant 
dans chacun des sucs, nous devons pouvoir déterminer la 
quantité d’ « inulides » fermentescibles. La différence entre les 
nombres obtenus donnera le poids des inulides, évaluées en 
lévulose, formées depuis un mois. Ainsi : 


4er suc 2° suc 
sur 21,60 sur 22,40 
D’HYDRATE DE CARBONE D HYDRATE DE CARBONE 
Matiére totale fermentée .. . A oe 16,404 
Lévulose initial a déduire. . . 4,20 3,40 
10,33 13,004 


Matiére totale fermentée (lévulose dé- 
duib) ramen cack 100) 0 cueacmr mentee 47,8 58,055 


ee ee Se 
Difference acre 10,25 


représente Vinuline transformée en 
« mulides » sur 100 grammes de 
matiére hydrocarbonée. 


Si, d'une part, nous ramenons de méme a 100 grammes de 
matiére -hydrocarbonée le lévulose préexistant dans Jes deux 
sucs, on aura : 


POUDICGIEU ss 5 ..5) Sain 5,55 p. 100 de lévulose. 
Pourilaizete.. 9.) cet eet eee 15,40 p. 100 de lévulose. 
Différence. .... 9,55 de lévulose nouveau. 


Autrement dit, 9,55 correspondent 4 une quantité d’inuline 
nouvellement transformée en lévulose. 


Mais, étant donné que l'on se trouve (pour 100 grammes 


se 
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d’hydrates de carbone du nouveau suc) en présence de 10 gr. 25 
d’ « inulides » en plus, on doit admettre que le lévulose pro- 
vient d’ « inulides » et non directement de l’inuline. 

En additionnant les poids trouvés d’« inulides », calculés en 
lévulose, et de lévulose, on a 10,25-+-9,55 19,8, chiffre tras 
voisin de celui indiqué & la page précédente (18,4). 

Nous avons considéré les 9 gr. 55 de lévulose nouveau 
comme provenant de linuline transformée dans la racine 
depuis un mois; mais on peut aussi envisager l’hypothése ou 
ce lévulose aurait pour origine les « inulides » fermentescibles 
du suc primitif — « inulides » que nous retrouverions hydro- 
lysées dans le nouveau suc; dans ce cas nous aurions 19 er. 8 
d’ « inulides » nouvelles. 

L’hypothése de cas intermédiaires est également plausible ; 
les « inulides » nouyelles seraient alors comprises entre 
10 gr, 25 et 19 er. 8: 


I] résulte de ces expériences comparées que l’inuline se 
transforme peu a peu dans la racine de chicorée et qu’on la 
retrouve sous forme d’ « inulides » et de /évulose. Cette trans- 
formation parait bien avoir lieu en deux phases distinctes dont 
les « inulides » et un « sucre réducteur » constituent les termes 
principaux. 


Nous venons d’acquérir ainsi quelques notions nouvelles au 

sujet de la nature des produits élaborés dans la racine aux 
dépens de l'inuline. Comment ces produits prennent-ils nais- 
sance et sous quelle influence? 

L’expérience ayant pour but de nous fournir quelques ren- 
seignements sur les propriétés des diastases qui président aux 
transformations de l’inuline en « inulides » et de ces derniéres 
en sucre réducteur fermentescible répond & cette question. 
Cette expérience est condensée dans le tableau suivant, ott 
Vaction de la levure est étudiée d’une part sur le suc bouilli 
au moment de son extraction, et d’autre part sur le méme suc 
non bouilli aprés un séjour de 20 heures au hain-marie 451° (4), 


(1) Température voisine de la température optima (56°) indiquée par 
A. Fernbach, pour fa sucrase, Thése, 1890, Recherches sur la sucrase, 
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c’est-a-dire aprés le travail accompli par les diastases du suc. 
Comme on le verra, ce travail se manifeste surtout par une 
activité considérable de la diastase hydrolysant les « inulides » ; 
diastase qui en 20 heures donne naissance & 7 gr. 3 de sucre 
réducteur pour 100 cent. cubes de suc. 


COMPOSITION DU suc (1) 
e.CONS ——— a 


AU MOMENT APRES 20 HEURES 
de lVextraction a St° 
(A) (B) 
Rens : 5, § non réductrice . . 49 41,70 
Matic restydroearbonce (eve ductrice: nen 3,4 10,70 
TNotal.a emer 22,4 22,4 

Apres fermentation, par levure f : 

Matiére fermentescible . .......:... 16,4 HEP? 
Matiére non fermentescible. ...... .. 3,68 3,36 
Matrerenindéternaine e@. iyo. a) caainon eens D382 4 52 
22,40 22,40 


L’identité presque compléte des résultats obtenus permet de 
tirer les déductions suivantes : 


1° Il y a de fortes présomptions pour admettre dans le suc 
et dans la levure l’existence de la méme diastase saccharifiante 
agissant sur les « inulides » et non sur linuline. 

2° La diastase, quia pour fonction de transformer l’inuline 
en « inulides » dans les tissus de la plante, agit avee une 
extréme lenteur dans les conditions de l’expérience. (La diffé- 
rence observée entre les produits résiduaires ou de fermenta- 
tion des sucs A et B est, en effet, minime. ) 

3° La « diastase saccharifiante » ou hydrolysante du suc 


agit rapidement si on compare son action & la diastase précé- 
dente. 


En résumé, nos observations relatives & l’action de ces dias- 
tases et de la levure font ressortir : 
1° Une levure inactive sur l’inuline; 


(1) Tous ces résultats sont exprimés en lévulose p.100 cent. cubes de suc. 
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2° La méme levure active sur les « inulides »; 

3° Une « diastase saccharifiante du suc » active sur les 
« inulides » seules comme la « diastase saccharifiante » de la 
levure. 


La diastase (contenue soit dans le suc, soit dans la levure) 
saccharifiant les « inulides » est sans action sur l’inuline elle- 
méme. Ce n'est donc pas linulase de Green, qui, par définition, 
doit transformer directement l’inuline en sucre réducteur final 
(lévulose). 

La diastase saccharifiante du suc ou de la levure est égale- 
ment indépendante de la diastase agissant sur l’inuline. 


TROISIEME PARTIE 


CLASSIFICATION DES « INULIDES » 
D’APRES LEUR RESISTANCE AUX DIVERSES LEVURES 


Nous avons vu au cours de ce travail que les sucres résul- 
tant de la transformation des « inulides » fermentent jusqu’au 
bout sous linfluence des levures. 

Nous constaterons maintenant que les « inulides » soumises 
comparativement & diverses races de levure donnent des ren- 
dements en alcool trés variables, en rapport avec les quantilés 
d’ « inulides » disparues. 

On peut en déduire que des diastases saccharifiantes d’éner- 
gies diverses transforment des « inulides » plus ou moins résis- 
tantes en sucres fermentescibles. 

Nous avons pu, jusqu’ici, mettre en évidence trois catégories 
de ces « inulides » suivant les quantités d’alcool fourni par les 
levures employées. 

L’opération a été faite sur un suc renfermant pour 100 cent. 
cubes: 25 gr. 2 de matiéres hydrocarbonées, dont 5 grammes 
de lévulose initial. 


Le tableau ci-dessous résume les essais comparatifs effectués 
sur le suc dilué au 1/4 afin de se placer dans les meilleures 
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conditions possibles d’expérience. Les levures employées sont 
les suivantes ; 


4o uevureé apiculée du raisin” S325) ee (a) 
2° Levure de Bourgoaner nc. 2) ay sei ene ee (A) 
30 Levaire ania be (1) meer remics:mt-wrC = digs Sea) 
40 Schizosaccharomyces Pombe. ...-...:...-..: (C) 
MATIBRES HYDROCARBONEES : 
ALCOOL pi ge a eee 
ae exprimées Aprés déduction 
pour DU LEVULOSE 
{00 cent. cubes en so 
DES SUC LEVULOSE « Inulides » 
Leyure a. . 0,96 4,92 = 
Levure:A . . $368 16, 736 AT o8 
Leyure By: 9,40 18,800 3 13,800 © 
Levuré (Gi. © 10,6 


v 21,28 16,28 


Ainsi, &’ chacune de ces races successives de levure corres- 
pond une augmentation d’ « inulides » fermentescibles, sauf 
pour la levure apiculée, qui ne les attaque pas. 

Déterminons ces trois groupes d « inulides » 2,6, corres- 
pondant au travail des levures A,B,C, en ramenant nos résul- 
tats 8 100 grammes d’hydrates de carbone. 


LEVURES ALCOOL LEVULOSE LEVULOSE INITIAL 
EMPLOYEES EN POIDS CORRESPONDANT DEDUIT (19,8) 
AS fey cca) de ste 33,2 66,4 46,6 
| De Ser See ot 37,3 14,6 54,8 
Ca Ree AS eerste ae 42,2 84,4 64,8 


Ce qui fait, sur 100 grammes de matiéres hydrocarbonées 
initiales : 


Ba« inulidiesisias <7) wesc, oe ee Sloe LEG 
Ein. « MUNGeSS 6, Rec eee cs ieee a ane 8,2 
En @inuldéS's9. >) 24a te ee eee ene 10 » 


Ensemble: a+ 8+y= 64,8 
C’est-a-dire qu'avec les levures B et C on attaque respecli- 


vement 8,2 et 18,20 de matiére de plus qu’avec la levure A. 


(1) Levure isolée par M. Fiquet, & Hanoi, en 1902; Will s'est attribué, a 
tort, la paternité de cette découverte. 
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On pourrait nous objecter que l’augmentation d’alcool pro- 
vient simplement d’une différence d’activilé des levures, qu'il 
n’y a pas lieu d’en déduire l’existence de plusieurs « inulides ». 

Or nous avons observé que la fermentation terminée apres 
24 heures avec la levure B était & peine commencée avec le 
Schizosaccharomyces Pombe, alors que cette derniére levure 
pousse la fermentation plus loin. D’ailleurs, il est démontré 
que le Schizosaccharomyces Pombe attaque des dextrines sur 
lesquelles d’autres levures n’ont aucune action. Si nous admet- 
tons ainsi l’existence de plusieurs dextrines, il n’y a pas de rai- 
son pour rejeter @ priori la formation de plusieurs « inulides ». 

D’autre part, M. A. Fernbach (1) semble admettre l’exis- 
tence de plusieurs sucrases. 

MM. Lintner et Eckhardt (2), en étudiant comparativement 
les amylases de l’orge et du malt, ont pu déterminer les carac- 
teres spécifiques de chacune d’elles. MM. Maquenne et Roux (3) 
montrent que l’amylase de |’extrait de malt abandonné & lui- 
méme pendant 8 410 jours, & l’abri de toute cause d’alté- 
ration, subit une augmentation d’activité vis-a-vis des dex- 
trines les plus résistantes. 

D’aprés les expériences de MM. Fernbach et Wolff (4), ’amy- 
lase de lorge ne transforme que 75 p. 100 de l’amidon en mal- 
tose, & la température de 45°, alors que l’amylase du malt 
pousse la transformation jusqu’a 100 p. 100. Tout récemment, 
M. Effront (5) (& la suite de travaux avec M. Boidin sur un 
bacille liquéfiant) a découvert une amylase trés spéciale, 
n’attaquant l’amidon et ses produits de dégradation que jus- 
qu’au terme achroodeztrine. (Il reste 60 p. 100 des dextrines 
non attaquées.) Il y a donc un parallélisme étroit entre les 
phénoménes diastasiques observés par nous sur les « inulides » 
et ceux étudiés sur les dextrines par les auteurs cités. 


(1) Fernpacu, Thése, loe. cit. 

(2) Journal fiir prakt. Chem., 44, 41, 1890. 

(3) Maquenne et Rovx, Sur quelques propriétés nouvelles de lextrait de 
malt, Comptes rendus de l’Acad. des Sciences, t. 142, p. 1387. 

(4) Fernsacn et Wotrr, Sur l’inégalité de résistance de l'amidon naturel et 
de l’amylose artificielle vis-a-vis de l’extrait d’orge. Comptes rendus de l’Acad. 
des Sciences, t. 144, 1907. 

(5) Errront, Sur l’achroodextrinase, Comptes rendus de UV’ Acad, des Sciences, 
t. 164, p. 415, 1917. 
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ANALOGIE ENTRE LA DIASTASE SACCHARIFIANTE 
DU SUC DE CHICOREE ET LA SUCRASE DE LA LEVURE 


Nos expériences ont établi qu’il existe dans le suc de chico- 
rée une « diastase saccharifiant » les « inulides ». D’autre part, 
ainsi que M. Guillot (1), nous avons pu prouver dans ce suc 
lexistence d’une diastase inversive du saccharose (la sucrase). 

En présence de ces faits, il devenait intéressant de s’assurer 
si l’extrait de levure agirait aussi sur les « inulides » pour les 
transformer en sucres réducteurs. Dans ce but, nous avons 
entrepris d’autres expériences & l'aide d’un extrait de levure 
fraiche pressée. La levure, broyée avec du sable fin lavé, a été 
laissée en contact avec de l’eau pendant 1/2 heure. Aprés avoir 
filtré & Ja trompe, on a divisé l’extrait en deux parties égales, 
dont lune fut chauffée a |’ébullition pour détruire les diastases. 

Nous avons ensuite, avec cette solution d’extrait de levure 
bouilli et non bouilli, fait les préparations suivantes : 


Tisiese heats SucsdereMeoreesdy50) ove 0.0 ae we iste ieee nee ec 25RCsCs 
Extrait-devlevure™... 3.5 a «ks ieaee ee ee D Gas 
I bis . . . Id., avec extrait bouilli de levure. 
Tide veer abs Suc de chicorée 4 50 p.100, additionné de 41/1.000 d’acide 
Acétique WormMalli.s jack cue ae eee 25. €. 6: 
Extrait, delévure =. 5 2) amy ree ne 5 Cue. 
II bis. . . Id., avec extrait bouilli de levure. 
Ill... . Sue de chicorée a 50 p. 100, additionné de 1/100 d’acide 
acétique normal o5. 702): ose e) | eee eee ee 25 G.C. 
Extrait; derlevures 5) 0.5 hegeekes eo ck ee 5 IGae. 
Ill bis . . Id., avec extrait bouilli de levure. 
IV eens Solutionidesaccharosevaccnped 00 smeune Syme ane een eae 25 C2. Cs 
IV bis) 5. Ud., avec extraitsbhoulladeleyirem cee eee ee uCaGs 
Ve as ae Solutron diintlinesay275 op. 00 le me meee 20 c.c. 
Extraitideléyure se 28) 2 syncpomery ot) ee eee LOwescs 


Toutes ces préparations ont été maintenues 20 heures au 
bain-marie, réglé & 50°; puis, aprés refroidissement et déféca- 
tion & V'acétate de plomb, le sucre réducteur fut dosé. 


(1) Guttror (Camitte). La Chicorée et divers produits de substitution du 
café, Thése de pharmacie, 1914. 


-—~ 
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SUCRE SUCRE 
dosé produit par l’extrait 
de levure 


(pour 100 c.c. de suc 
ou de solution sucrée) 


LeecmeSOUC NON ACIGIIG=. a. . 6. 8 er. 40 5 gr. 20 
IOess « (ORSenGnNie 5 oi Senn Benno 3 gr. 20 
If. . Sue acidifié a ip. 1.000... 10 gr. 20 6 gr. 80 
NILES «(URC 4 5 go 5 ole 3 gr. 40 
eS UCHACIMtera dep tO0l a al. 8 er. 80 4 gr. 70 
NUM Ges en WU CMROIN sas, satis hettcptetie eps. d 4 gr. 10 
IV .. Solution de saccharose a 
Ore LOOM Uae ee came deera vs, 4 gr. 50 4 gr. 50 
LINAS (TKS ey GBs) See oO aes Traces 
Wes o SOhigiom GuinillinvyosuMit 6 oo 5s Sao 8 oO Néant 
de apres 22 heures; 3 = Néant 
de apres 48 heures. ... . Néant 
de BVO HOW. 6 6 65 6 Néant 


Les résultats sont tres nets. Il existe dans l’extrait de levure 
une diastase saccharifiant les « inulides » et n’attaquant pas 
Vinuline. Le méme extrait renferme incontestablement de la 
sucrase, puisqu’il interverlit le saccharose. 

D’autre part, nous avons vu que la levure apiculée ne ren- 
fermant pas de sucrase était sans action sur les « inulides ». 
Il y a done de trés fortes présomptions en faveur de l’hypo- 
thése que la sucrase et la diastase hydrolysant les inulides ne 
fassent qu’une seule el méme substance. 


INACTIVITE DES LEVURES ET DU SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE 
SUR LIINULINE PURE 


Nous avons expérimenté sur des inulines commerciales 
d'origine frangaise et allemande, sur de l’inuline pure préparée 
par M. Legroux et sur une inuline préparée et purifiée par 
nous-mémes. Les expériences devant étre prolongées pendant 
une dizaine de jours, les solutions d’inuline ont été stérilisées 
pendant un quart d’heure & 120°, afin d’éliminer toute cause 
d’erreur pouvant provenir de la présence de micro-organismes, 
résistant 3 une température inférieure et pouvant influencer la 


production d’alcool. 
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Le tableau suivant résume les résultats ; il indique le volume 
d’alcool produit par la fermentation de 1 gramme d’inuline de 
diverses provenances sous l’action des levures Pombe, A et B 
ensemencées aseptiquement apres chauffage & 120° et refroi- 
dissement des solutions. 


; ALCOOL EN VOLUME 
4 GRAMME D’INULINE ALCOOL pour 1 gramme 
en 
volume ae 
We -, F pour déduction faite — 
dans 25 c.c. d’eau de levure employées igramme |de la faible quantité 


ae F d'alcool 
A 4 4 . . 
stérilisée a 120° D INULINE des témoins 


en solution LEVURES D'INULINE 


Eau de levure (témoin) . ie Pombe ... . .| 0c.c.00725 


Solution d’inuline pure du 
dahlia (1) (s Pombemmenene 00725 


Solution dinuline pure de 
chicorée (2) | 
Solution dinuline du com-MTevure ia daca nae 


> 2 
merce francais LevuresB. 2 oe 00820 


Levure Pombe(C). 045 
| 


Solution d’inuline de Drag-|revure - han ne 


gendorf Levure Pombe(C). 310 


(1) Préparée par M. Legroux. 
(2) Préparée par les auteurs. 


Ce tableau indique tout d’abord que Vinuline pure, contrai- 
rement aux affirmations de certains auteurs, n’est pas attaquée 
par le Schizosaccharomyces Pombe, fait permettant de recon- 
naitre la pureté d’une inuline; il montre ensuite que l’inuline 
de Draggendorf contient des inulides en notable proportion. 

D’ailleurs les levures A, B et Pombe se comportent vis-a-vis 
de ces « inulides » comme elles se sont comportées vis-a-vis des 
« inulides » du sue de chicorée, confirmant ainsi nos observa- 
tions précédentes, qu’a chaque levure correspond une quantité 
différente de matiére transformée. 


En résumé : 

1° L’inuline pure ne fermente ni par les levures essayées, 

. + . ? 
ni par le Schizosaccharomyces Pombe ; 
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2° L’inuline pure n’est pas attaquée par les diastases saccha- 
rifiantes sécrétées par les diverses levures (sucrase ou autres); 

3° Les produits de dégradation de V’inuline fermentent par 
les levures; 

4° Les mémes produits sont attaqués par les diastases hydro- 
lysantes des levures qui, vis-a-vis des « inulides », deviennent 
des diastases saccharifiantes ; 

5° Les levures qui attaquent le saccharose attaquent égale- 
ment les « inulides »; 

6° Les levures ne renfermant pas de sucrase (comme la 
levure apiculée du raisin) n’attaquent pas plus les « inulides » 
que le saccharose. 


APPENDICE 


Méthode L. Martin (1) 


POUR LE DOSAGE DE PETITES QUANTITES D’ALCOOL. 


Le principe de la méthode repose sur l’oxydation de l’alcool 
au moyen d’une liqueur de bichromate de potassium en solu- 
tion sulfurique. 

On sait que 2 molécules de bichromate de potassium oxydent 
3 molécules d’alcool. 


BD (UCT AO) pavilion. cS a 5 nee ee ocean 3 (C?H°OH) 
588 CORRS OOMON io 6 oa FG seg © & 5 138 
EXAMS COMPOS OOMG! BV 49GB oe 6 o 8 a 6 10 


Pour faciliter les calculs, on a établi une liqueur de bichro- 
mate, dont 1 cent. cube oxyde 0 gr. 01 d’alcool. 

On fera donc une solution de bichromate de potassium conte- 
nant trés exactement par litre 42 gr. 6087 de ce sel. Cette solu- 
tion servira & titrer la solution suivante : 


Sulfate de fer ammoniacal. ,...... $2 grammes. 
ANCHGS UII CUS, 6 A) oh eo OO © 140 grammes. 
iiedemclavecinmeynrns 22 2.06 «oxen 0 er. 04 
Eau distillée g.s. pour. ......... 1.000 c.c. 


Dans un verre a expérience de 500 cent. cubes, on mesure 
20 cent. cubes de solution de bichromate additionnée de 10 cent. 


(1) Moniteur de Quesneville, L. I, p. 570, 1903. 
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cubes d’acide sulfurique pur; on étend & 400 cent. cubes avec 
de Veau distillée et on y fait couler, d’abord rapidement, puis 
de 0c.c. 2 en 0 c.c. 2, la solution de sulfate ferreux jusqu’a ce 
qwune goutte de mélange prélevée avec une baguette de verre 
donne une coloration bleue avec une solution trés étendue de 
ferricyanure de potassium (méthode A la touche). On note la 
correspondance des liqueurs. Soit N cent. cubes de solution de 
sulfate de fer employéé pour 20 cent. cubes de solution de 
bichromate. 1 cent. cube de solution de bichromate corres- 


pond A= q c.c. de solution de sulfate de fer. 


DOSAGE DE L’ALCOOL. 


Pour doser de petites quantilés d’alcool par ce procédé, on 
préléve 10 cent. cubes de la solution a analyser (1), quon 
verse dans un ballon de 50 cent. cubes et on distille 4 feu 
nu les 7/10 de la solution, que l’on recueille dans 20 cent. cubes 
de liqueur de bichromate de potassium, au titre ci-dessus, 
additionné de 10 cent. cubes d’acide sulfurique. On fait le 
dosage comme précédemment avec la solution de sulfate de 


fer. Soit N’ le nombre de cent. cubes employés. 
Wl 
a correspond a la quantité de bichromate restant et 


N’ i 
Se te P représente le volume de bichromate utilisé par 


l’oxydation de l’alcool recueilli. 


Or 1 c.c. de bichromate représente 0 gr. 01 ou 0 c.c. 0126 
d’alcool; donc P représente 


PX 0 gr. 01 d’alcool, 
ou PX 0c.c. 0126 d’alcool. 


En multipliant les résultats trouvés par 100, on a le poids 
ou le volume d’alcool dans 100 cent. cubes de liquide examiné. 
Un simple calcul suffira pour ramener au volume initial. 


(1) Il faut procéder a la distillation sur des liqueurs trés élendues, 1,5 
a2p. 100 dalcool au maximum. 


Le Gérant : G. Masson. 


a 
Paris. — L. MARETHEUx, imprimeur, 1, rue Cassette. 


